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Resumo 
 
Na indústria vinícola existem uma série de parâmetros que devem ser 
monitorizados e controlados, de forma a garantir a qualidade dos vinhos. Algumas das 
preocupações atuais são a presença de fenóis voláteis (4-etilfenol e 4-etilguaiacol) que 
originam aromas a “couro” ou “suor de cavalo”, bem como a existência de acidez 
volátil elevada. 
No caso dos fenóis voláteis, a presença destes está associada à atividade das 
leveduras Brettanomyces/Dekkera, uma vez que os vinhos onde surgem permanecem 
durante um longo período de tempo sem sofrerem clarificação, filtrações ou 
tratamentos, mantendo assim elevadas concentrações de aromas, pigmentos e coloides. 
Estes vinhos com uma elevada estrutura e concentração, aliadas a valores de pH 
elevados e baixos valores de SO2 molecular são propícios ao desenvolvimento 
microbiano. Além disso, o seu estágio em barricas de madeira, de higienização difícil e 
elevado aporte de oxigénio, facilita também o crescimento microbiano. 
 Relativamente à acidez volátil (devido ao ácido acético) quando atinge certos 
limites, confere ao vinho um sabor acre ou azedo e um aroma indesejável a vinagre, o 
que faz com que o vinho seja impróprio para consumo. O ácido acético pode ser 
formado ainda antes da fermentação alcoólica nas uvas infetadas com Botrytis cinerea, 
ou por leveduras de contaminação durante a fermentação alcoólica e ainda pelas 
bactérias acéticas durante o estágio do vinho. 
Com o objetivo de reduzir os fenóis voláteis e a acidez volátil aplica-se nos 
vinhos a técnica de nanofiltração à qual é acoplada permuta de resinas fenólicas e 
aniónicas.  
A eliminação do 4-etilfenol e 4-etilguaiacol foi conseguida pelo processo de 
Nanofiltração acoplado a resinas fenólicas. No entanto, não se conseguiu a redução 
desejada relativamente à acidez volátil quando as membranas de nanofiltração foram 
utilizadas com resinas aniónicas. 
O processo de osmose inversa acoplado a resinas aniónicas revelou-se eficaz na 
redução da acidez volátil.  
 
Palavras-chave: vinhos, fenóis voláteis, acidez volátil, Brettanomyces/Dekkera, 
barricas de carvalho, ácido acético, nanofiltração, permuta de resinas aniónicas e 
fenólicas. 
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Abstract 
 
 In the wine industry there are a number of parameters should be monitored and 
controlled in order to guarantee the quality of the wines. Some of the current concerns is 
the presence of volatile phenols (4-etilfenol and 4-etilgualicol) originating aromas of 
"leather" or "horse sweat", as well as the existence of high volatile acidity. 
 In the case of volatile phenols, the presence of these is associated with the 
activity of the yeast Brettanomyces/Dekkera, since the wines where they appear remain 
for a longer period of time without suffering clarification or filtration treatments, thus 
maintaining high concentration of flavors, pigments and colloids. These wines with an 
elevated structure and concentrations, combined with high pH values and low values of 
molecular SO2 are conducive to microbial growth. In addition, the stage in wooden 
barrels, which cleaning is very difficult and high oxygen supply, also facilitate 
microbial growth. 
 Regarding the volatile acidity (due to acetic acid) when it reaches certain limits, 
it gives the wine an acrid or sour flavor and an undesirable aroma of vinegar, which 
make the wine is unfit for consumption. The acetic acid can be formed even before the 
alcoholic fermentation in grapes infected with Brotrytis cinerea, or yeast contamination 
during fermentation by acetic bacteria and also during the stage or wine. 
 In order to reduce the volatile phenols and volatile acidity in wine the technique 
of nanofiltration, coupled with exchange of anionic and phenolic resins is applied. 
 The elimination of the 4-ethylphenol and 4-etilguaiacol was accomplished by 
nanofiltration process coupled with phenolic resins. However, could not be reduced to 
the desired relatively volatile acidity when nanofiltration membranes were used with 
anionic resins. 
 The process of reverse osmosis coupled to anionic resins has proved effective in 
the reduction of volatile acidity. 
 
 
 
 
Keywords: wine, volatile phenols, volatile acidity, Brettanomyces / Dekkera, oak 
barrels, acetic acid, nanofiltration, anionic exchange resins and phenolic. 
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1. Introdução 
 
1.1 Enquadramento e objetivos do presente trabalho 
Existe uma preocupação elevada, cada vez mais, por parte do consumidor 
relativamente à qualidade dos produtos que consome e neste caso o vinho não é 
exceção. Tal facto obriga a que os produtores sejam cada vez mais exigentes com a 
qualidade do produto desde as matérias-primas até à sua produção final, pois a 
qualidade do produto é sem dúvida um fator fundamental na sua comercialização.  
Na indústria vinícola subsistem uma série de parâmetros que devem ser 
monitorizados ou controlados, de forma a garantir a qualidade dos vinhos. Uma das 
preocupações atuais é a presença de fenóis voláteis (4-etilfenol e 4-etilgualicol) que 
originam aromas a “couro” ou “suor de cavalo”, bem como uma acidez volátil elevada. 
No caso dos fenóis voláteis, a presença destes está associada à atividade das 
leveduras Brettanomyces/Dekkera, que afetam mais os vinhos considerados de maior 
qualidade. Resumindo-se ao facto de estes permanecerem durante um longo de tempo 
sem sofrerem clarificações, filtrações ou tratamentos mantendo assim elevadas 
concentrações de aromas, pigmentos e coloides. Estes vinhos com uma elevada 
estrutura e concentração, aliadas a valores de pH elevados e baixos valores de SO2 
molecular são propícios ao desenvolvimento microbiano. Além disso, o seu estágio em 
barricas de madeira, de higienização difícil e elevado aporte de oxigénio, facilita 
também o crescimento microbiano.  
Relativamente à acidez volátil (proveniente do ácido acético) quando atinge 
certos limites, confere ao vinho um sabor acre ou azedo e um aroma indesejável a 
vinagre, o que faz com que o vinho seja impróprio para consumo. O ácido acético pode 
ser formado ainda antes da fermentação alcoólica nas uvas infetadas com Botrytis 
cinerea, ou por leveduras de contaminação durante a fermentação alcoólica e ainda 
pelas bactérias acéticas durante o estágio do vinho. 
A prevenção é a forma de combater estes problemas, quer seja efetuando testes 
periódicos nos vinhos, quer controlando as uvas à recepção e, no futuro, otimizando 
técnicas de higienização. Contudo, nem sempre as técnicas de prevenção da 
contaminação, do controlo do crescimento ou da eliminação de microrganismos nos 
vinhos se mostram eficientes. 
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 Deste modo, é importante estudar métodos/processos que reduzam estes 
problemas indesejáveis de maneira a recuperar a qualidade de excelência do produto 
necessária à sua comercialização. 
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1.2 Presença de fenóis voláteis nos vinhos 
 
1.2.1 Principais compostos e impacto sensorial 
Os fenóis voláteis, vinil-fenóis e etil-fenóis, podem ser produzidos através da 
atividade microbiológica, dando origem a aromas estranhos, facilmente detetados nos 
vinhos. O 4-etilfenol (4-EP), 4-vinilguaiacol, 4-vinifenol e 4-etilguaiacol (4-EG) são os 
que possuem maior destaque. Elevadas concentrações destes compostos, nomeadamente 
o 4-etilfenol, são associadas a aromas desagradáveis descritos como fenólicos, 
medicinais ou animais (“couro”, “suor de cavalo”, “animal”, “cavalariça”, etc) 
(Chatonnet et al., 1990). Já o 4-vinilfenol é descrito como aroma a “farmacêutico” e 
“guache” (Ribéreau-Gayon et al., 2006). Por fim temos o 4-vinilguaiacol (“cravinho”) e 
o 4-etilguaiacol (“fumado”), que apresentam aromas menos desagradáveis e por isso 
estão sempre associados ao 4-vinifenol e 4-etilfenol.  
Os vinhos brancos têm concentrações variáveis de vinilfenóis, estando os 
etilfenóis geralmente ausentes. O limite de percepção olfativa (concentração a partir da 
qual o aroma global do vinho é prejudicado) nestes vinhos, considerando a proporção 
1/1 de 4-vinilfenol/4-vinilguaiacol, é de 725 µg/L (Chatonnet et al., 1990). No caso dos 
vinhos tintos, estes contêm concentrações baixas de vinilfenóis e concentrações 
variáveis de etilfenóis, sendo o seu limite de percepção olfativa de 425 µg/L numa 
proporção de 10/1 de 4-etilfenol/4-etilguaiacol (Chatonnet et al., 1992, Chatonnet et al., 
1993). 
É de realçar que o tipo de casta também afeta os limites da percepção olfativa, 
bem como a qualidade aromática de cada vinho.  
 
1.2.2 A origem dos fenóis voláteis 
Os vinilfenóis, em vinhos brancos, resultam da descarboxilação enzimática de 
dois ácidos cinâmicos do mosto (ácido p-cumárico e ácido ferrúlico), originando o 4-
vinifenol e o 4-etilgualicol. Esta descarboxilação ocorre por meio da enzima cinamato 
descarboxilase (CD) da Saccharomyces cerevisiae durante a fermentação alcoólica 
(Fig.1.1). A concentração de vinilfenóis nos vinhos brancos depende do conteúdo de 
ácidos fenólicos e da atividade da CD (Ribéreau-Gayon et al., 2006). 
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A baixa concentração de vinilfenóis nos vinhos tintos deve-se essencialmente à 
inibição da enzima cinamato descarboxilase por certos compostos fenólicos das uvas. 
(Chatonnet et al., 1989, 1993). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Relativamente aos etilfenóis, raramente se formam durante a fermentação 
alcoólica. A formação destes compostos é frequente durante o estágio dos vinhos 
(vinhos tintos), principalmente quando armazenados em barricas e durante meses mais 
quentes (o aumento da temperatura favorece o desenvolvimento microbiano). O 
aumento de etilfenóis pode ainda manifestar-se em garrafa, podendo haver dentro do 
mesmo lote garrafas com ou sem estes compostos (Ribéreau-Gayon et al., 2006). 
Frequentemente tem ocorrido a formação deste composto entre a fermentação alcoólica 
e a fermentação maloláctica, período em que a falta de SO2 (dióxido de enxofre ou 
anidrido sulfuroso) e as técnicas de microoxigenação aceleram a sua formação. A 
fermentação maloláctica é outro período vulnerável para a contaminação, pois está 
associada a baixos níveis de anidrido sulfuroso livre na presença de açúcar residual 
(Oelofse et al., 2008). Os etilfenóis são mais comuns em vinhos tintos do que em 
brancos, em grande parte devido à eficácia do SO2 a pH baixo (Loureiro e Malfeito-
Ferreira, 2006). Além disso, os vinhos tintos possuem uma acidez baixa, elevado teor de 
polifenóis e estágio em barricas, o que favorece a contaminação por Brettanomyces. Os 
vinhos brancos não parecem ter o carácter aromático Brettanomyces devido à ausência 
de compostos precursores (Chatonnet et al., 1992). 
Tanto a Brettanomyces, como a forma esporulante Dekkera são capazes de 
produzir o 4-EP e o 4-EG a partir dos ácidos hidroxicinâmicos p-cumárico e ferrúlico 
das uvas, devido à ação de duas enzimas: hidroxicinamato descarboxilase e vinilfenol 
reductase. A primeira descarboxila os ácidos hifroxicinâmicos no derivado vinil 
Figura 1.1: Reação de descarboxilação dos ácidos fenólicos do mosto pela S. cerevisiae durante a 
fermentação alcoólica (Ribéreau-Gayon et al., 2006). 
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correspondente (4-vinilfenol e 4-vinilguaiacol), na segunda reação a vinilfenol reductase 
reduz o grupo vinil no correspondente composto etil, dando origem ao 4-EP e 4-EG 
(Heresztyn, 1986a; Edin et al., 1998; Dias et al., 2003a; Chatonnet et al., 1992a e b, 
1993c, 1995) (Fig.1.2). 
A enzima responsável pela primeira reação, a hidroxicinamato descarboxilase, 
encontra-se presente num grande número de bactérias, fungos e leveduras, enquanto que 
o passo de redução, está apenas presente nas espécies Dekkera bruxellensis, Dekkera 
anómala, Pichia guillermondii, Candida versatilis, Candida halófila e Candida 
mannitofaciens (Chatonnet et al., 1995; Chatonnet et al., 1997; Dias et al., 2003a; Edin 
et al., 1995; Suezawa,1995). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Inicialmente considerava-se que a presença de etilfenóis nos vinhos devia-se às 
bactérias lácticas. De facto, estas bactérias conseguem produzir quantidades elevadas de 
etilfenóis, no entanto nas condições enológicas produzem apenas pequenas quantidades, 
quando comparadas com as Brettannomyces (ou Dekkera). Outras leveduras presentes 
nos vinhos, como a Pichia spp, Torulaspora spp, Zygosasaccharomyces spp e 
Saccharomyces cerevisiai podem produzir 4-vinilfenol, mas não reduzi-lo a 4-etilfenol 
devido à ausência da vinilfenol fenol reductase (Dias et a.l, 2003).  
A relação entre elevadas concentrações de 4-EP e a atividade de 
Brettannomyces/Dekkera foi muito estudada desde 1990 (Chatonnet et al., 1995, 1997; 
Cullere et al., 2004; Kelly, 2003; Suáres-Lepe, 2001; Fugelsang e Zoecklein, 2003; 
Parish et al., 2003), particularmente em vinhos tintos por serem mais ricos em 
Figura 1.2: Formação dos etilfenóis a partir dos seus percussores hidroxicinâmicos (Suárez et al., 
2007). 
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percursores cinâmicos e pelo facto da atividade da hidroxicinamato descarboxilase da 
Brettannomyces/Dekkera não ser afetada pelos compostos fenólicos (Chatonnet et al., 
1992). 
As leveduras Brettannomyces/Dekkera são ainda produtoras de ácido acético 
(Freer et al., 2000, 2003; Suáres-Lepe e Inigo, 2004), e de tetrahidropirinas causadoras 
do aroma a “rato” (Heresztyn, 1986). Em condições favoráveis, podem ainda hidrolisar 
antocianinas, libertando a glicose e desestabilizando a aglicona (Mansfield et al., 2002). 
Esta pode ser a razão pela qual o vinho contaminado por Brettannomyces/ Dekkera tem 
uma cor indesejada.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
7 
 
1.3 Caracterização de Brettannomyces/Dekkera 
 
1.3.1 Espécies, ecologia e condições de crescimento 
A levedura Brettannomyces é descrita como sendo a forma assexuada e não 
esporulante da Dekkera (forma sexuada esporulante), no entanto as duas denominações 
são usadas mutuamente. Atualmente, existem 5 espécies pertencentes ao género 
Brettannomyces/Dekkera: B. anomalus, B. bruxellensis, B. custersianus, B. 
naardenensis e B. nanus (Kurtzman e Fell, 2000), sendo que apenas as primeiras duas 
têm sido associadas aos vinhos. Ambos os géneros (Brettannomyces/Dekkera) podem 
crescer durante o estágio dos vinhos tintos ou após o seu engarrafamento. Estas 
leveduras por norma estão ausentes durante a fermentação alcoólica. D. bruxellensis 
demonstra um crescimento relativamente baixo quando comparada com outras 
leveduras com S. cerevisiae ou Z. bailii (Rodrigues et al., 2001a). Esta é uma 
característica bem conhecida dos géneros Brettannomyces/Dekkera (Deak e Beuchat, 
1996), que explica o longo período de incubação necessário para o seu isolamento em 
meio de cultura (Rodrigues et al., 2001b). Contudo, a D. bruxellensis sobrevive durante 
a fermentação alcoólica, mesmo que em pequenas quantidades, podendo atuar no final 
desta (Dias et a.l, 2003b). Este facto pode explicar a presença ocasional de etilfenóis 
nos vinhos após a fermentação alcoólica (Rodrigues et al., 2001b) e realça a 
importância do correto acompanhamento das vinhas e da sua vindima. Alguns estudos 
já demonstraram a presença destas leveduras nas uvas (Pretorius, 2000), assim como em 
armazéns de vinho (Peynaud e Domercq, 1956) e também em depósitos, bombas e 
outros equipamentos difíceis de esterilizar (Fugelsang, 1998).  
Durante a fermentação alcoólica são criadas condições de anaerobiose que não 
são favoráveis ao crescimento de Brettannomyces/Dekkera – o chamado “Custer Effect” 
(Efeito Pasteur negativo). Scheffers e Wikén (1969) introduziram este conceito e foram 
os primeiros a usá-lo como critério taxonómico. Apesar da passagem da aerobiose para 
anaerobiose atrasar o crescimento de Brettannomyces, esta é uma situação reversível, 
quer pela adição de oxigénio ou adição de aceitadores de electrões, como é o caso dos 
compostos carbonilo (Wikén, 1967). O efeito positivo da adição de oxigénio explica o 
facto de a microoxigenação favorecer o crescimento destas leveduras, quando usada 
durante a fermentação ou estágio dos vinhos (Louvaud-Funel, 1999), assim como o 
favorecimento de desenvolvimento durante os estágios em barricas (condições 
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naturalmente oxidativas) ou com as trasfegas (Malfeito-Ferreira et al., 2001). Em 
condições de anaerobiose estrita, nos vinhos secos, é ainda possível que estas leveduras 
se desenvolvam e produzam quantidades importantes de etilfenóis, degradando apenas 
pequenas quantidades de açúcares residuais (glucose, frutose, arabinose e trealose). Para 
que a quantidade de etilfenóis ultrapasse o seu limite de deteção olfativo é apenas 
necessário o consumo de 300 mg/L de açúcares residuais por parte destas leveduras 
(Ribéreau-Gayon et al., 2006). 
O armazenamento dos vinhos a baixas temperaturas atrasa ou inibe o 
crescimento de Brettannomyces/Dekkera (maior suscetividade ao desenvolvimento nos 
meses mais quentes) (Chatonnet et a.l, 1993b). 
A formação de etilfenóis depende da presença de percursores e é proporcional ao 
tamanho da população Brettannomyces/Dekkera, As diferentes espécies existentes 
também têm diferentes capacidades de produzir etilfenóis. Esta capacidade é 
influenciada pela concentração de etanol (maior a 12% v/v do que a 14% v/v) e pela 
temperatura (maior produção a 18ºC do que a 13ºC). À presença de açúcares residuais e 
ao pH do vinho é atribuída uma importância menor (Gerbeaux et al., 2002). 
As espécies mais comuns nos vinhos apresentam uma boa eficiência de 
conversão do ácido p-cumárico em 4-EP (Heresztyn, 1986a; Fugelsang e Zoecklein, 
2003). 
 
1.3.2 Deteção de Brettannomyces/Dekkera nos vinhos 
Perdas económicas significativas podem resultar da contaminação de vinhos por 
Brettannomyces/Dekkera, pelo que é importante a sua vigilância e controlo. Métodos 
moleculares já foram estudados e descritos para a deteção e identificação de 
Brettannomyces/Dekkera nos vinhos, tais como: o desenvolvimento do método de PCR 
utilizando um fragmento de DNA genómico isolado de uma estirpe de Dekkera (Ibeas et 
al., 1996), o desenvolvimento de um método de fluorescência de hibridação in situ, 
tendo como alvo uma sequência específica do RNA ribossómico de D. bruxellensis 
(hibridação RNA-FISH) (Stender et al., 2001, 2002), e o desenvolvimento de um 
método de identificação de Brettannomyces/Dekkera baseado no polimorfismo da 
região espaçadora transcrita do RNA ribossómico (Egli e Henick-kling, 2001; Esteve-
Zarzoso et al., 1999). Procedimentos baseados na análise da composição química, como 
por exemplo de ácidos gordos, também têm sido aplicados na diferenciação destas 
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leveduras (Rozès et al., 1992; Sancho et al., 2000; Malfeito-Ferreira et al., 1997). A 
maioria das empresas não usa estes métodos devido ao elevado nível de sofisticação 
laboratorial e a necessidade de pessoal especializado. 
Rodrigues et al. (2001) desenvolveram um meio sólido seletivo e diferencial, 
capaz de recuperar Brettannomyces/Dekkera do vinho e ambientes relacionados, dando 
assim um passo importante no desenvolvimento de métodos mais simples para a 
deteção destes organismos.  
A deteção de fenóis voláteis pode ser feita por cromatografia gasosa (GC) 
(Bertrand, 1981). Outros autores estudaram ainda métodos como: uso de padrões 
marcados com deutério, 4-etilfenol-d3, (Rayne e Eggers, 2007); microextracção líquido-
líquido dispersiva seguida de deteção por cromatografia gasosa- espectrometria de 
massa (Fariña et al., 2007); microextração em fase sólida (SPME) (Pizarro et al., 2007) 
e deteção por cromatografia gasosa- espectrometria de massa associada à olfactometria 
(GC/MS/olfactometry) (Cullere et al., 2004), onde as substâncias voláteis são separadas 
através de uma coluna capilar, identificadas pela espectrometria de massa e a 
intensidade e qualidade dos compostos separados é avaliada por um provador. 
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1.4 Controlo das leveduras Brettannomyces/Dekkera nos vinhos 
O enólogo tem ao seu dispor uma série de medidas a fim de precaver a atividade 
microbiológica e contaminação dos vinhos. Estas medidas envolvem o uso de agentes 
inibitórios ou letais, como tratamentos químicos ou tratamentos térmicos. Outras 
técnicas como clarificação ou filtração servem para diminuir ou eliminar a presença de 
possíveis contaminações por Brettannomyces/Dekkera. Todas estas medidas devem ser 
acompanhadas por rigorosos processos de limpeza, a fim de prevenir a colonização das 
superfícies da adega bem como dos seus equipamentos. Além disso há que ter em conta 
que o próprio vinho não apresenta um ambiente favorável ao crescimento 
microbiológico (Malfeito-Ferreira, 2010). As características intrínsecas de cada vinho 
determinam a eficiência das medidas de controlo aplicadas. Por exemplo, um vinho com 
baixo teor em nutrientes torna-se menos suscetível de ser alvo de contaminações assim 
como o elevado teor em etanol aumenta a sua robustez. Com efeito oposto, pode ser 
adicionado oxigénio para promover o envelhecimento de vinhos, o que é um 
procedimento que pode estimular o crescimento de leveduras. Além disso, um grande 
obstáculo enfrentado pela indústria de vinhos é a necessidade de diminuir o uso de 
dióxido de enxofre, devido à sua associação a alergias em humanos. Este composto está 
sujeito a um rigoroso controlo do limite legal (Malfeito-Ferreira, 2010). 
A Brettannomyces pode ser encontrada quer em uvas, quer nos equipamentos da 
adega ou ainda durante o seu estágio em barricas de madeira, pelo que o primeiro passo 
para a sua prevenção consiste na aplicação de medidas de higienização constante e 
eficiente de toda a adega durante todo o ano (Laureano et al., 2004). Durante o período 
da vindima é fundamental higienizar os equipamentos a uso (tegões, esmagadores/ 
desengaçadores, bombas, mangueiras, etc), evitando a propagação dos microrganismos 
que vêm da vinha (Boulton et al., 1996). 
É comum a utilização de dióxido de enxofre (SO2) como agente anti-
microbiano para inibição do crescimento de Brettannomyces/Dekkera (Chatonnet et al., 
2003b). Estes autores demonstraram que a quantidade de etilfenóis produzida, num 
mesmo vinho, decresce segundo o aumento da concentração de SO2. É recomendada a 
utilização de concentrações entre 0,5 e 0,8 mg/L de SO2 molecular (Fugensang e 
Edwards, 2007; Henick-Kling et al., 2000), o qual depende do pH do vinho (ex.: 30 
mg/L de SO2 livre origina 0,4 mg/L SO2 molecular a pH 3.7 e 0,8 mg/L a pH 3.4) 
(Suaréz et al., 2007). Ao longo do tempo, estes valores são difíceis de manter em 
barricas devido ao seu ambiente oxidativo. Por exemplo, um vinho tinto com pH 3.65, e 
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com doses iniciais de SO2 livre de 15, 25, 30 e 35 mg/L, ao fim de quatro meses de 
estágio em barrica, viu a concentração de SO2 livre a diminuir para 6, 11, 10 e 15 mg/L, 
respetivamente (Chatonnet et al., 1993). Segundo du Toit (2005), a deterioração pode 
ser minimizada através do uso eficaz de SO2 e reduzindo a quantidade de oxigénio 
disponível durante todo o processo de produção, especialmente nas trasfegas (passagem 
do vinho de um barril para outro durante o estágio do mesmo). 
O Dimetil dicarbonato (DMDC), comercialmente conhecido por Velcorin 
(Scott Laboratories, Petaluma, Califórnia), é um conservante recentemente aprovado na 
União Europeia (UE). Apenas é permitido pela UE a aplicação de 200 mg/L de DMDC 
no engarrafamento de vinhos com mais de 5 g/lLde açúcar, no caso dos EUA pode 
ainda ser utilizado durante o armazenamento de vinho em quantidades regulares até ao 
nível máximo de 200mg/L (Fulgensang e Edwards, 2007). Delfini et al. (2002) 
verificaram anteriormente que a dose de 400 mg/L não inibia completamente o 
crescimento neste caso de B. anomalus. O DMDC tem sido ainda estudado em 
combinação com o SO2, de forma a entender a atividade sinergética entre eles e a baixar 
a quantidade de SO2 necessária (Divol et al., 2005). Foi demostrado que com 50 mg/L 
de DMDC e 25 mg/L de SO2 livre consegue-se o controlo microbiológico.  
Foi igualmente mostrado que o quitosano (polissacarídeo derivado da quitina) 
possui um efeito seletivo sobre Brettannomyces, provocando um atraso na sua fase 
latente em culturas mistas com Saccaromyces cerevisiae (Gómez-Rivas et al., 2004). 
Segundo Kiskó et al. (2005) a B. bruxellensis não consegue crescer na presença de 3-6 
g/L deste composto, enquanto o desenvolvimento de S. cerevisiae não é afetado. A 
aplicação de 0,05-0,1% de quitosano é conhecida por atrasar a deterioração de alimentos 
por leveduras a 25 °C.  
O ácido sórbico é utilizado como antifúngico e a sua ação incide sobre as 
leveduras fermentativas clássicas, sendo pouco eficaz contra leveduras de deterioração 
como Zigosaccharomyces e Brettannomyces/Dekkera (Fulgelsang, 1996). O ácido 
benzoíco e o ácido fumárico também têm atividade antifúngica, podendo ser usados 
contra Brettannomyces/Dekkera. Contudo, a sua ação não é seletiva e o seu uso não está 
autorizado em enologia. Antioxidantes como o ácido ascórbico podem ser utilizados 
para reduzir a presença de oxigénio durante a maturação (estágio dos vinhos), 
prevenindo assim a formação etilfenóis (Suaréz et al., 2007). 
Gerbeaux et al. (2000) referem ainda que é possível inibir a atividade de 
Brettannomyces/Dekkera através do estágio dos vinhos a baixas temperaturas, baixo 
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pH, baixas concentrações de oxigénio e teores alcoólicos elevados. No entanto, estágios 
de vinhos mais intensos dão origem a vinhos com mais corpo, estrutura, cor e aroma.  
Filtração, clarificação com proteínas e aplicação de pressões elevadas são 
ainda outras técnicas eficientes na redução ou eliminação de Brettannomyces/Dekkera. 
Calderón et al. (2004) afirma que para a filtração ser eficaz deve-se utilizar membranas 
com um tamanho de poro inferior a 0.45 µm, o que pode provocar a deterioração da 
estrutura coloidal do vinho e reduzir a intensidade da sua cor. Além disso, as formas 
latentes, de células alongadas Brettannomyces podem ser aptas a passar através de um 
filtro de 0.45 µm. A aplicação de altas pressões para a conservação microbiológica tem 
sido eficaz em derivados lácticos, sumos de fruta, etc. Relativamente à enologia a sua 
utilização tem sido pouco estudada. No entanto, Puig et al. (2003) demostraram que a 
aplicação de uma pressão de cerca de 400-500 MPa, durante 5-15min, a temperaturas 
entre 5-20ºC, pode reduzir até mais de 99% das populações de algumas leveduras 
(incluindo B. bruxellensis) e de bactérias lácticas e acéticas em vinhos.  
Murat e Dumeau (2003) mostraram que a clarificação dos vinhos com proteínas 
(caseína, clara de ovo, etc.) pode reduzir 40 a 2000 vezes as populações de 
Brettannomyces por floculação. Quanto maior a quantidade de agentes clarificadores 
utilizados, maior é a redução da população inicial de Brettannomyces/Dekkera, contudo 
uns são mais eficazes que outros.  
Segundo Malfeito-Ferreira (2005) foram encontradas células de 
Brettannomyces/Dekkera no interior das aduelas das barricas até uma profundidade de 8 
mm, o que dificulta a eliminação destes organismos. Alguns procedimentos de 
higienização foram testados por Malfeito-Ferreira (2005) com o objetivo de esterilizar 
barricas contaminadas com estas leveduras, nomeadamente: 
a) Passagem por água fria, seguida de três passagens com água quente (70ºC); 
b) O mesmo que a), sendo que posteriormente se encheu a barrica com uma 
solução aquosa de SO2 (200 mg/L, pH=3) e armazenou-se durante um mês; 
c) Passagem com água fria, seguida de enchimento da barrica com água quente 
90ºC durante 10 min; 
d) Passagem com água fria, seguida por uma passagem com água quente (70ºC) e 
vapor (10min). 
Segundo o autor, o procedimento mais eficiente foi o d). Este ainda recomenda 
que todas as barricas contaminadas sejam isoladas das outras durante a trasfega do 
vinho e desinfeção.  
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A esterilização com ozono pode ser uma alternativa para abordagens 
tradicionais de controlo microbiano, para todas as formas microbiológicas: fungos, 
bactérias, vírus e esporos (Kladre et al., 2001). Várias aplicações para o ozono foram 
testadas em diferentes fases de vinificação, nomeadamente, na redução da deterioração 
na microflora nas uvas, barris e depósitos e ainda como alternativa a agentes de vapor 
ou químicos durante o processo de higienização no engarrafamento, garrafas, barris, etc 
(Guillen et al., 2010). Guzzon et al. (2013) realizaram um estudo com o objetivo de 
definir a aplicação e possíveis riscos associados ao uso do ozono como agente de 
higienização em adegas. Considerando que o risco de maior contaminação microbiana 
ocorre durante o envelhecimento do vinho em barris, o estudo centrou-se assim sobre a 
eficácia do ozono no combate os microrganismos indesejáveis que deterioram o vinho e 
que se adaptaram bem ao ambiente do barril e sobre o impacto do ozono sobre fenóis 
simples.  
Embora alguns autores considerem que as barricas usadas favorecem a 
contaminação de Brettannomyces/Dekkera- devido à difícil eliminação das leveduras 
dos poros da madeira (Chatonnet et al., 1999) - outros defendem que as barricas novas 
favorecem a manutenção das populações numerosas de Brettannomyces/Dekkera 
(Louvaud-Funel e Rebauf, 2005) – devido a uma maior contribuição de oxigénio e de 
açúcares (glucose resultante da degradação da celobiose formada durante a tosta de 
madeira).  
Couto et al. (2005) estudaram a inativação de populações de 
Brettannomyces/Dekkera no vinho através de tratamentos térmicos. Verificaram que 
ocorre uma significativa inativação térmica das leveduras estudadas (D. bruxellensis 
PYCC 4801; D. anomala PYCC 5153 e Dekkera/Brettannomyces 093) a partir dos 35 
°C. Apuraram que estas leveduras são muito mais sensíveis à inativação térmica em 
vinhos do que em solução tampão. Esta sensibilidade é atribuída ao etanol, podendo 
ainda ser potenciada pelo conteúdo fenólico dos vinhos, em particular o ácido ferrúlico. 
No entanto, os produtores de vinho estão geralmente relutantes em usar tratamentos 
térmicos, devido a efeitos prejudiciais no vinho de qualidade organoléptica e 
longevidade.  
Ugart et al. (2005) usaram a osmose reversa e a adsorção (através da utilização 
de uma resina hidrofóbica) para tentar reduzir a quantidade de etilfenóis em vinhos. Os 
vinhos submetidos a este tratamento sofreram uma significativa redução na 
concentração de 4-etil-fenol e 4-etilguaiacol (até aos 77%). Não se observou perda de 
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cor, taninos, corpo (glicerol e diois) ou etanol, mas foi observada uma redução na 
concentração de outros compostos aromáticos (ácidos, esteres, álcoois). 
Um novo sistema utilizando um campo de pulsão elétrica (Pulsed Electric Field- 
PEF) desenvolvido por Puertolas et al. (2009) permitiu a redução de 99,9% da 
deterioração do mosto e do vinho especialmente no controlo da contaminação 
microbiológica por Dekkera e Lactobacillus. A PEF é uma tecnologia emergente, não 
térmica para a pasteurização ou esterilização de líquidos homogéneos de modo a reduzir 
a contaminação microbiana (Santos et al., 2012). Segundo Puertolas et al. (2009) a PEF 
pode ser aplicada em ambos os mostos de uvas e vinhos acabados, contudo revela que o 
tratamento é geralmente mais eficaz quando usado depois da fermentação. A utilização 
deste método não revela alterações de cor e aromas. 
Já a utilização na vinificação de baixa corrente elétrica (Low Electric Current- 
LEC) pode impedir o crescimento de leveduras indesejáveis como 
Brettannomyces/Dekkera, mas provoca perda de organização celular traduzindo-se em 
mudanças evidentes de cor e aroma (Lustrato et al., 2010). A corrente é geralmente 
aplicada no produto a menos de 200 mA durante um período de dias a vários meses.  
A tecnologia de ultrassons de alta potencia (High-power ultrasonic- HPU) tem 
sido utilizada ao longo da última década para a pasteurização, esterilização e inativação 
de alimentos (O´Donnell et al., 2010). Na indústria do vinho, esta técnica é utilizada 
para limpeza de tártaro dos barris e mais recentemente para a inativação de 
microrganismos (Schmid et al., 2011). Schmid et al. (2011) demonstraram que um 
tratamento de 10 minutos em barris de carvalho eliminou efetivamente toda a população 
de B. bruxellensis.  
Recentemente, a eficácia da tecnologia de micro-ondas, que é um tratamento 
curto (1 min repetido 3 vezes) com base na utilização de uma sequência de impulsos do 
gerador de alta frequência (3000 W), foi testado em barris de carvalho, a fim de 
remover os microrganismos em profundidade (8mm dentro das aduelas dos barris). O 
tratamento não afetou a qualidade química da madeira, apesar de ter um efeito nas 
populações microbianas em cerca de 35-67% da B. bruxellensis (González- Arenzana et 
al., 2013). 
A empresa Enartis propõe uma gama de produtos enológicos de mais alta 
qualidade e fiabilidade. Em 2008, entre outros agentes clarificantes já existentes, lançou 
o FENOL FREE, um coadjuvante à base de carvão para o tratamento de vinhos 
contaminados com Brettanomyces. Este coadjuvante não apresenta efeitos colaterais 
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negativos sobre a estrutura e, mesmo a baixa dose utilizada (5-20 g/hL), elimina os 
fenóis voláteis produzidos pela Brettanomyces/Dekkera, reestabelecendo uma adequada 
limpeza olfativa. Pode ser usado como tratamento corretivo ou preventivo no caso do 
pré-engarrafamento. Este clarificante corretivo não tem efeito ao nível da estabilização 
microbiológica do vinho, pelo que não atua eliminando as células de Brettanomyces/ 
Dekkera, mas sim aos fenóis voláteis por elas produzidos. 
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1.5 Acidez volátil nos vinhos 
 
A qualidade do vinho depende de muitos fatores, um dos quais a acidez volátil. 
A acidez volátil, expressa em g/L de ácido acético, pode conferir ao vinho um sabor 
ácido ou azedo ou um aroma indesejável a vinagre quando se encontra acima de certos 
limites, tornando o vinho impróprio para consumo, traduzindo-se assim em perdas 
económicas para o produtor (Bely et al. 2003). Segundo a legislação europeia (OIV, 
2009) o limite máximo aceitável para a acidez volátil na maioria dos vinhos é de 1,2 g/L 
de ácido acético. O limiar do aroma para o ácido acético depende da variedade de 
vinhos. Ribéreau-Gayon et al. (2006) afirma que é apenas necessário uma concentração 
de 0,90 g/L de ácido acético para produzir um sabor azedo perceptível no vinho, embora 
não cause um odor forte. Para a indústria enológica torna-se importante a remoção do 
ácido acético dos vinhos a fim de colmatar a qualidade desejada. 
A formação do ácido acético ocorre em qualquer momento da produção do 
vinho. Pode ser produzido antes da fermentação alcoólica por deterioração microbiana 
das uvas infetadas com Botrytis cinerea, durante a fermentação alcoólica pelas 
leveduras de contaminação ou em ambiente hiperosmótico, durante a fermentação 
maloláctica pelas bactérias hetrofermentativas ou após a fermentação como produto de 
bactérias de ácido acético (Boulton et al., 1996). O teor elevado em ácido acético pode 
resultar da atividade metabólica das bactérias do ácido acético. Em alguns casos pode 
ocorrer produção de ácido acético mesmo após o engarrafamento do vinho. A produção 
de ácido acético pode resultar na formação de compostos voláteis desagradáveis, tal 
como o acetato de etilo que provoca um aroma indesejável (Moreno-Arribas e Polo, 
2005). Quando há o rompimento da pele da baga da uva, causado pela infeção (Botrytis 
cinerea), as bactérias podem atingir o interior da baga. Geralmente as espécies 
Gluconobacter ocorrem em uvas, mas espécies de Acetobacter podem encontrar-se na 
superfície da uva, usando o etanol como fonte de carbono (Du Toit., 2002). 
Leveduras do vinho também podem produzir ácido acético, para equilibrar o 
equilíbrio redox em resposta ao stress hiperosmótico causado por elevadas 
concentrações de açúcar, que se pode revelar grave no elevado Brix (> 35ºBrix) no 
mosto de uvas e em vinhos feitos a partir de uvas infetadas com Botrytis (Erasmus et 
al., 2004). Segundo Ribéreau-Gayon et al. (2006) a produção do ácido acético também 
é favorecida pela anaerobiose, valores de pH abaixo de 3.1 ou acima de 4.0 e pelo 
mosto de uvas excessivamente clarificado. 
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 Na indústria vinícola têm sido propostos vários processos para reduzir os níveis 
de ácido acético. Segundo Vilela-Moura et al. (2011) existem três métodos: 
a) Loteamento de vinhos (mistura de um vinho com elevada acidez volátil e 
outro com baixa acidez volátil. Este método pode levar à redução da 
qualidade do vinho); 
b) Osmose reversa (OR) e Nanofiltração (NF) (processo que acarreta um 
maior custo económico); 
c) Remoção de ácido acético através de refermentação (utilizando estirpes de 
leveduras); 
 
O loteamento de vinhos pressupõe a estabilização microbiológica do vinho 
anteriormente à sua mistura com vinhos de baixo teor de acidez volátil (baixo teor de 
ácido acético). O vinho resultante pode ter um valor comercialmente reduzido. O vinho 
azedo pode ainda ser vendido para fins de destilação para obtenção do etanol, sendo 
também uma medida associada a perdas económicas. A OR e a NF são processos 
alternativos de desacidificação dos vinhos azedos que requerem equipamentos 
sofisticados, por isso para quem os possui é uma mais-valia para a obtenção de um 
produto final de qualidade. Estas técnicas (OR e NF) produzem um permeado rico em 
ácido acético, o qual é seguidamente tratado por permuta iónica para remover o ácido 
(Boulton et al., 1996). Vinovation, uma empresa californiana, propõe acoplamento OR 
e resinas de permuta aniónica, em que o permeado da OR (contendo principalmente 
água, etanol, e ácido acético) é acoplado com uma resina de permuta de iões para a 
remoção da acidez volátil. O permeado tratado é então combinado com o retido. A 
empresa VA Filtration propõe uma combinação de NF e a adsorção seletiva de ácido 
acético. Uma terceira abordagem consiste na combinação de duas fases de OR, onde o 
ácido do primeiro permeado é neutralizado passando à forma de sal e, em seguida, 
retido pela segunda fase de membrana OR (Massot et al., 2008).  
A refermentação consiste na mistura de vinho ácido com mosto fresco de uvas 
esmagadas e inoculação de leveduras em crescimento oxidativo que podem utilizar o 
ácido acético como fonte de carbono (Vilela-Moura et al., 2008). Esta prática no entanto 
torna o vinho propenso à contaminação e pode ter um impacto negativo sobre o vinho. 
Assim, em vez de remover o ácido acético a partir do vinho, novas estratégias estão 
direcionadas na redução da formação de ácido acético durante a fermentação (Luo et al., 
2013). Uma destas estratégias é a utilização de misturas de Saccharomyces e estirpes 
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não Saccharomyces em fermentações. Estirpes de Toruloaspora delbrueckii e Candida 
zemplinina foram combinadas com Saccharomyces cerevisiae, obtendo-se uma redução 
de 50-53% da acidez volátil (Bely et al., 2008; Renaul et al., 2009; Rantsiou et al., 
2012). Recentemente, Cordente et al. (2013) utilizaram uma abordagem de uma 
mutagénese clássica para isolar estirpes ceruleninas resistentes a partir de um fermento 
de vinho comercial diploide que produz menos ácido acético durante a fermentação do 
vinho.  
Em 2008, Vilela-Moura et al. demonstraram a redução da acidez volátil de 
vinhos por estirpes de leveduras selecionadas, onde concluíram que a estirpe de 
Saccharomyces cerevisiae S26 pode diminuir a acidez volátil dos vinhos ácidos que 
apresentam uma acidez volátil superior a 1,44 g/L de ácido acético, sem ter qualquer 
impacto negativo sobre o aroma do vinho. 
A imobilização de células por retenção em esferas tem tido um impacto 
crescente desde a década de 1980, resultando num grande número de aplicações 
industriais, nomeadamente, na indústria vinícola. Em comparação com as suspensões de 
cultura de células, esta técnica oferece a vantagem de utilização de células e proteção de 
células imobilizadas a partir de substâncias inibidoras no meio fermentativo (Riley et 
al., 1999). Vilela et al. (2013) mostraram que as células de levedura imobilizadas em 
esferas de alginato-quitosano podem ser utilizadas para corrigir a acidez volátil 
excessiva e, por conseguinte, melhorar a qualidade global dos vinhos de uma forma 
barata, simples e eficiente. Este método também foi eficaz na remoção de ácido acético 
na presença de altas concentrações de glucose, o que sugere que também pode ser 
utilizada para redução.   
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1.6 Nanofiltração  
 
A Nanofiltração (NF) é uma tecnologia de separação de membrana 
impulsionada por pressão usada para separar os iões de uma solução. As membranas de 
NF foram estudadas e ficaram disponíveis a partir de 1980. Esta tecnologia utiliza 
membranas microporosas, com dimensões de poros que variam entre 0,001 a 0,01µ. A 
nanofiltração está intimamente relacionada com RO dado que ambas as tecnologias são 
utilizadas para separar iões a partir de soluções. No entanto, as membranas de NF 
permitem que mais iões passem através delas do que uma membrana de RO. Por causa 
da rejeição mais baixa de sólidos dissolvidos, o aumento da pressão osmótica não é tão 
significativo com o sistema de NF como é com a RO, sendo assim, a NF opera a uma 
pressão mais baixa que RO (Kucera, 2010). 
 
 
Espécie Rejeição NF (%) Rejeição RO (%) 
Cálcio 75-98 93-99 
Magnésio 70-98 93-98 
Sódio 45-95 92-98 
Cloreto 1-95 92-98 
Sulfato 95-99 96-99 
Bicarbonato 40-95 85-95 
Fluoreto 25-95 92-95 
Sílica 5-95 90-98 
Total de sólidos 
dissolvidos 
65-95 90-98 
 
 Neste método dá-se a passagem de um solvente (água) através de uma 
membrana semipermeável, contra o gradiente de concentração, por aplicação de uma 
pressão superior à pressão osmótica, na solução de maior concentração (vinho), 
forçando a água a atravessar a membrana na qual os sais ficam retidos. Considera-se por 
retentado, o fluxo de vinho que é retido na membrana e por permeado, o fluxo dos 
componentes de baixo peso molecular que passam através da membrana. 
  
Tabela 1.1: Rejeição de iões por membranas de NF e RO (adaptado de Jane Kucera, 2010). 
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 As membranas de NF são classificadas pelo corte (separação) do peso 
molecular, molecular weight cut-off (MWCO), este refere-se ao soluto de menor peso 
molecular que fica retido pela membrana em cerca de 90%. 
 Consideram-se quatro os processos de membrana: Osmose Inversa (RO), 
Nanofiltração (NF), Ultrafiltração (UF) e por último Microfiltração (MF). A Osmose 
Inversa é o processo com o tamanho de poro mais apertado possível em membranas de 
separação líquido/líquido. A água é, em princípio, o único material que passa através 
desta membrana e todo o material dissolvido e suspenso é rejeitado. A verdadeira 
Nanofiltração rejeita apenas iões com mais do que uma carga negativa (sulfato, fosfato), 
enquanto passam iões com carga única. A NF também rejeita materiais dissolvidos não 
carregados, carregados positivamente e iões de acordo com o tamanho e a forma da 
molécula em questão. A rejeição do NaCl varia entre 0-50%, dependendo da 
concentração da alimentação. A Ultrafiltração (UF) é um processo em que os 
compostos de alto peso molecular (HMWC), tais como proteínas, e os sólidos em 
suspensão são rejeitados, enquanto todos os compostos de baixo peso molecular 
(LMWC) passam através da membrana livremente. Por último, a Microfiltração (MF) 
é o processo em que apenas os sólidos suspensos são rejeitados (Wagner e Eng, 2001).  
Figura 1.3: Esquema simplificado da obtenção do permeado e do retentado. 
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 Escolhendo o tipo de filtração e a o tipo de membrana mais adequado, consegue-
se separar várias moléculas do vinho de acordo com o seu peso molecular. Encontra-se 
na tabela 1.2 os pesos moleculares de alguns dos constituintes do vinho: 
Tabela 1.2: Peso molecular de alguns constituintes do vinho, adaptado de Memstar, Wine membrane Tecnology. 
Componentes do vinho Peso molecular (Da) 
Água 18 
Dióxido de carbono 44 
Acetaldeído 44 
Etanol 46 
Ácido acético 60 
Acetato de etilo 88 
Ácido láctico 90 
Ácido málico 134 
Ácido tartárico 150 
Fenóis voláteis 120 a 150 
Glucose/Frutose 180 
Flavonoides >300 
Figura 1.4: Classificação dos processos de filtração (Osmonics, Inc. 1996). 
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 Pela definição do MWCO é de esperar que exista uma maior retenção na 
membrana de constituintes como os compostos fenólicos, uma vez que apresentam um 
peso molecular superior ao MWCO da membrana de NF (cerca de 100Da). Os que 
apresentam valores próximos do MWCO da membrana de NF, como é o caso dos 
ácidos, é de esperar que parte deles fiquem retidos e outros permeiem. No caso da água 
e o do etanol deverão apresentar percentagens de permeação elevadas. 
 
1.6.1 Tipos de membranas 
Os tipos de membranas existentes classificam-se de acordo com a sua 
porosidade, índice de rejeição ao cloreto de sódio (essencial para a dessalinização da 
água salgada) e o material de construção. As membranas podem ser produzidas em 
poliamida (PA), difluoreto de polivinilideno (PVDF), politetrafluoretileno (PTFE), 
polietersulfona (mais comum), entre outros.  
As membranas têm ainda duas configurações estruturais possíveis: simétrica e 
assimétrica. As primeiras são formadas por um material homogéneo, com estrutura de 
poro uniforme e sem camada de separação de topo densa e portanto tem dois lados da 
camada filtrante idênticos. As assimétricas por sua vez apresentam uma separação muito 
fina, possuem uma construção granulada, onde a estrutura dos poros vai diminuindo da 
zona de alimentação para a zona do filtro (Khulbe et al., 2008). 
 
1.6.2 Geometria dos módulos 
As membranas, como já referido anteriormente, podem ser fabricadas a partir de 
vários materiais e geometrias. Existem quatro tipos de geometrias distintas: tubulares, 
planos ou de placas, enrolados em espiral e compostos por fibras ocas. A configuração 
em espiral é a mais utilizada em enologia. 
 
 Módulos tubulares  
Os módulos tubulares são formados a partir de várias membranas tubulares. As 
membranas tubulares são formadas a partir da deposição de um filme sobre a superfície 
interna de um tubo poroso. A utilização de módulos de membranas tubulares só é 
justificada quando há a necessidade de condições de escoamemnto bem controladas ou 
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quando a alimentação possui compostos suspensos capazes de danificar a superfície da 
membrana (Baker, 2004). 
 
 
 
 
 Módulos de Planos ou placas 
As membranas planas formam uma configuração do tipo “plate and frame”, ou 
seja, são dispostas paralelemente, separadas por espaçadores e suportes porosos. Os 
espaçadores garantem o canal de escoamento e condições adequadas para transferência 
de massa. O suporte é utilizado para garantir a resistências das membranas quando estas 
são submetidas a diferenças de pressões elevadas (Baker, 2004). 
 
 Módulos em espiral 
Estes são formados por um conjunto de placas e quadros enrolados à volta de um 
tubo central e por espaçadores. A superfície lateral do tubo tem perfurações distribuídas 
paralela e axialmente ao longo deste, onde se inserem as membranas. Entre cada 
membrana encontra-se uma rede que impede o contacto entre elas. Neste caso, o fluxo 
circula tangencialmente enquanto o permeado vai ser recolhido num tubo central 
(Baker, 2004). 
 
Figura 1.5: Esquema de uma membrana com módulos tubulares (Koch membranes). 
24 
 
 
 Módulos de fibras ocas 
 
São formados por fibras existentes num invólucro, para permitir que o fluxo 
circule axialmente no seu interior. O permeado é, neste caso, recolhido entre as fibras e 
o invólucro. Estes módulos apresentam elevada densidade de empacotamento devido ao 
diâmetro dos tubos ser reduzido. As membranas são auto suportadas, reduzindo assim o 
custo de produção.  
 
 
Figura 1.6: Esquema de uma membrana com módulos em espiral (Koch membranes). 
Figura 1.7: Esquema de uma membrana com módulos de fibra oca (Koch membranes). 
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1.6.3 Aplicações em enologia 
A aplicação de técnicas de nanofiltração ou de osmose inversa ao vinho está 
maioritariamente relacionada com a concentração do vinho, aumento do teor de açúcar 
do mosto ou na desalcoolização do vinho. 
Com o objetivo de ter um vinho com mais grau alcoólico, utiliza-se a 
nanofiltração para aumentar o teor de açúcares no mosto e assim após a fermentação 
alcoólica obtém-se um vinho com um grau alcoólico superior.  
Com o intuito de reduzir a acidez volátil nos vinhos, faz-se a combinação da 
nanofiltração ou osmose inversa com resinas de permuta aniónica. Neste processo, o 
permeado obtido (que contém o ácido acético) é tratado com resinas aniónicas fracas, 
para remoção do ácido acético, e de seguida reincorporado ao vinho inicial. 
O gosto a rolha (TCA-2,4,6-tricloroanisol) e o “suor de cavalo” (4-etilfenol) 
podem ser reduzidos pela combinação da nanofiltração com colunas de carvão 
desodorizante, sendo por fim reincorporado ao vinho inicial.  
A remoção do ácido málico no mosto também é possível através de duas fases 
de nanofiltração. Na primeira consegue-se um permeado com água, ácido tartárico, 
ácido málico e vestígios de outros componentes do mosto. O permeado é novamente 
nanofiltrado para que o malato de potássio fique retido na membrana. Este permeado é 
reincorporado no mosto, reduzindo o teor de ácido málico presente no mosto.  
A desalcoolização baseia-se na separação da água e do álcool, por osmose 
inversa, a partir do vinho, onde o permeado obtido é destilado e posteriormente 
reintroduzido no vinho a tratar, baixando o teor alcoólico.  
 
A nanofiltração produz caudais superiores comparativamente com a osmose 
inversa. A nanofiltração torna assim o processo mais rápido, aumentando o caudal do 
permeado, o que leva a uma redução dos custos. 
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1.7 Permuta Iónica 
 
1.7.1 Funcionamento da permuta iónica 
A permuta iónica é realizadaa utilizando resinas de polímeros insolúveis, 
ativadas com vários grupos funcionais. O material polimerizado é normalmente baseado 
numa mistura de estireno e vinil benzeno. O radical ativo da permuta catiónica é 
geralmente ácido sulfónico (SO3H) (ácido carboxílico também pode ser utilizado) e no 
caso da permuta aniónica o radical ativo é constituído por um amónio quaternário ou sal 
de amina terciário (Ribéreau-Gayon et al., 2006).     
 
 
 
 
 
 
 
A figura 1.8 mostra os dois tipos de permutador: permutador de troca catiónica, 
descrita como a acidificação se a resina liberta iões H
+
 e permutadores de troca 
aniónica, o que pode levar a desacidificação se a resina liberta iões OH
-
. 
 A facilidade de permuta aumenta com a valência do permutador de iões: 
K
+ 
<Ca
2+ 
<Al
3+
. Isto significa que os iões divalentes presentes no vinho, como é o caso 
do cálcio e magnésio, são fixados na resina preferencialmente comparando com iões 
monovalentes de sódio e potássio.  
 Se dois iões possuem a mesma valência, a facilidade da permuta aumenta 
com o número atómico. Potássio é fixado preferencialmente ao sódio. 
 No caso dos metais pesados presentes no vinho, a capacidade de fixação 
na resina depende da estabilidade (constante de dissociação) do novo complexo 
formado pelo metal pesado e do permutador. 
Figura 1.8: Composição da resina permutadora de iões. Vários grupos funcionais introduzidos num material 
polimerizado (MP, quatro unidades de estireno e uma unidade de vinil benzeno) para facilitar diferentes reações 
(Weinand e Dedardel, 1994). 
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As resinas são definidas pela sua capacidade ou pela quantidade total de iões que 
podem ser mobilizados por unidade de massa do permutador. A utilização de resinas na 
produção de vinho deve atender a vários critérios: resistência mecânica, insolubilidade 
total no vinho e a ausência de “off-flavors”. Estas resinas também devem ter a 
capacidade de regeneração várias vezes. Para além da sua capacidade de permuta iónica, 
as resinas possuem uma estrutura microporosa, que lhe confere propriedades de 
absorção. Isto é muito útil na indústria agroalimentar, especialmente na eliminação de 
fenóis condensados (Ribéreau-Gayon et al., 2006).  
 
1.7.2 Aplicações na produção de vinho. 
Desde a década de 1950 que se tentava desenvolver aplicações enológicas para 
permutadores de iões. No entanto, estas técnicas, na altura, foram rejeitadas pela França 
e CEE, por recomendação da OIV (Office Internation de la Vigne et du Vin).  
Houve, no entanto a necessidade de fazer distinção entre: 
 
 Permutador de catiões, que sejam susceptíveis de melhorar a estabilidade 
tartárica através da remoção de K
+
 e Ca
2+
, acidificação do vinho pela adição de H
+
 e, 
eventualmente evitar casse férrica pela remoção de Fe
3+
. 
 Permutador de aniões, o que torna possível a redução da acidez volátil 
através da adição de OH, ou ainda para reduzir certos ácidos específicos (tartárico ou 
ácido acético). Há, no entanto, um risco de maiores alterações no sabor e composição. 
 
 Recentemente sugeriu-se a utilização de permuta aniónica na redução da acidez 
volátil (Oenovation Internacional Inc., USA). O vinho é tratado por osmose inversa para 
remover algum dos constituintes: água, álcool, ácido acético. A fração correspondente é 
passada através de uma resina de permuta aniónica para eliminar o ácido acético e, em 
seguida, com o retentado de vinho restante. Esta técnica torna-se muito eficaz, apenas 
uma parte do vinho passa através da resina de permuta aniónica, fazendo com que não 
haja diferenças organolépticas significativas (Ribéreau-Gayon et al., 2006). 
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1.7.3 Implementação prática das resinas de troca iónica 
Ribéreau-Gayon et al. (2006) sugeriram um procedimento para a utilização de 
resinas de troca iónica. Numa primeira fase procede-se à lavagem da coluna com água, 
seguida pelo segundo passo, a regeneração da coluna com cerca de 10 vezes o volume 
da resina, utilizando: 
 
a) 2-4% de H2SO4 OU 2-10% de HCl (ciclo ácido); 
b) Solução de NaCl a 10% (ciclo se sódio) ou 
c) Solução de MgCl2 a 2,5% (ciclo de magnésio). 
 
Para além da sua capacidade de troca iónica, as resinas podem absorver 
polifenóis e outros polímeros que afetam as suas capacidades de troca. As substâncias 
estranhas fixadas sobre a resina, são eliminadas por tratamento com hipoclorito de 
sódio. A coluna tem de ser enxaguada de novo, utilizando um volume de água 
representando 10 vezes o volume da coluna. O sistema é, posteriormente pronto para o 
tratamento do vinho. O vinho flui através da coluna de resina com um caudal na ordem 
de 10 vezes o volume da resina por hora. No final do ciclo a resina deve ser enxaguada 
com um volume de água igual a 5-10 vezes o volume da resina e novamente regenerada.  
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2. Materiais e Métodos 
2.1 Escolha do Vinho 
 
Inicialmente pretendia-se realizar este estudo com diversos vinhos para 
posterior comparação, contudo atualmente apenas existe na Falua-Sociedade de Vinhos 
SA um vinho com 4-etilfenol, apesar da acidez volátil não ser tão elevada como 
desejado. Sendo assim este estudo foi realizado num vinho tinto Tejo de 2013, com a 
casta Touriga Nacional. 
  
Tabela 2.3: Análises físico-químicas realizada ao Vinho tinto inicial. 
 Tejo 2013  
Grau alcoólico (%) 13 
Acidez Volátil (ác. Acético/L) 0,39 
Acidez Total (ác. Tartárico/L) 5,33 
pH 3,66 
SO2 livre (mg/L) 49 
SO2 total (mg/L) 105 
Densidade corrigida 993,15 
Extrato seco (g/L) 30,7 
Intensidade Corante (IC) 10,9 
Índice de Polifenóis Totais (IPT) 79,9 
Antocianinas (mg/L) 560 
Taninos (mg/L) 3793 
 
2.2 Escolha das Membranas de Nanofiltração 
 
As membranas utilizadas foram 4040-XN45-TSF da TriSep e a “O” da Vaslin-
Bucher.  
A XN45 é uma membrana de nanofiltração de poliamida com piperazina com 
40" (1016 mm) de comprimento, 4" (101 mm) diâmetro, e 0,75" (19,1 mm) de diâmetro 
do tubo para o permeado e com um MWCO de cerca de 500 Da. A sua rejeição nominal 
é 10-30% para NaCl e superior a 90% para sacarose e MgSO4.  
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Utiliza-se esta membrana com o intuito de desmineralização de solutos 
orgânicos, processamento de corantes e separações orgânicas.  
 
Tabela 2.4: Resumo das características da membrana 4040-XN45-TSF. 
Tipo de membrana XN45 membrana de poliamida  
Configuração Em espiral 
Área ativa da membrana (m2) 7,9 
MWCO (Da) 500 
Fluxo permeado (m3/dia) 7 
Rejeição média de sal (%) 95 
Rejeição mínima de sal (%)  92 
Pressão recomendada (bar) 3 a 14 
Pressão máxima (bar) 41 
Temperatura de trabalho (ºC) 2 a 45 
Gama de pH 2 a 11 
Fluxo de alimentação máxima (m3/h) 4,5 
Turbidez máxima  1 NTU 
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2.3 Ensaio de Resinas  
 
Foram testadas duas resinas diferentes, a Amberlite® XAD4, um adsorvente 
polimérico e a Amberlite
TM
 IRA92 de poliestireno do tipo macroporosa (ficha técnica 
no anexo 1 e 2, respetivamente). 
Tabela 2.5: Características Físico-químicas das resinas. 
Designação Amberlite XAD4 Amberlite IRA92 
Matriz Macroreticular Estireno-
DVB gel 
Poliestireno macroporosa 
Tipo de resina Fortemente ácida Base fraca 
Forma iónica H+ H+ 
Grupos funcionais  Amina secundária 
Forma física e aparência Pérolas brancas translúcidas Pérolas esféricas cor de 
marfim 
Capacidade de troca total 
(eq/L) 
 ≥ 1.60 
Retenção de humidade (%) 54 a 60 40 a 50 
Temperatura máxima de 
operação (ºC) 
150 90 
Taxa de fluxo (BV/h)  5-30 
Gama de pH 0 a 14  
Porosidade (mL/mL) ≥ 0.50  
Tamanho médio harmónico 
(mm) 
0.49-0.69 0.580-0.780 
Área de superfície (m2/g) ≥ 750  
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2.3.1 Condições do ensaio laboratorial 1- membranas 
4040-XN45-TSF 
Conceberam-se seis colunas de teste, com uma altura de 40 cm e 2 cm de 
diâmetro interno, preenchidas com 50 ml da respetiva resina. Por cada resina 
realizaram-se três repetições. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 As resinas foram previamente hidratadas com água em dez vezes o seu volume 
(10 bv), durante 24 horas. De seguida, procedeu-se à regeneração das colunas com um 
volume dez vezes superior, de uma solução de HCl 0.1N (diluição 1:10) no caso da 
Amberlite XAD4 e uma solução de NaOH 2N no caso da Amberlite IRA92 durante 12 
horas. Por último foram lavadas com água destilada de modo a controlar o pH, 
garantindo que a solução tenha sito totalmente removida de modo a assegurar as 
condições originais. 
 Foi utilizada como solução o permeado (solução hidro-alcoólica) retirado do 
processo de Nanofiltração, num total de 9000 mL por resina, que se fez correr pelas 
colunas durante as seis horas de ensaio (num total de 18000 mL no final). Para esta 
parte do processo foi utilizado o equipamento OSMOTOP 300 da Vaslin Bucher, 
distribuído pela Somavil (Alenquer), com 8 membranas TriSep, 4040-Xn45-TSF de 
nanofiltração. 
Figura 2.9: Colunas de ensaio da resina fenólica (XAD4, à esquerda) e aniónica (IRA92 à direita). 
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 O caudal das colunas foi corrigido para 10 bv/h, ou seja, 500 mL/h, e as 
amostras recolhidas de hora a hora, durante as seis horas seguintes (60 bv). 
2.3.2 Condições do ensaio laboratorial 2- membranas “O” 
Mantiveram-se as condições do ensaio 1 com a exceção de que apenas foi 
utilizado a resina Amberlite
TM
 IRA92 e as 8 membranas TriSep, 4040 Xn45 TSF foram 
substituídas por 8 membranas “O”. Assim no final apenas um total de 9000 mL (pelas 3 
réplicas da resina).  
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Ambos os ensaios (1 e 2) foram colhidas amostras do vinho testemunha, do 
permeado, do retentado, do vinho final (junção do testemunha + permeado + retentado) 
e de ambas as resinas (amostra de hora a hora de cada réplica), para análise sumária 
(Teor Alcoólico, Acidez Total, Acidez Volátil, pH, Extrato Seco, Sulfuroso Livre e 
Total), análise da Intensidade Corante (IC), Índice de Polifenóis Totais (IPT), 
Antocianinas e Taninos.  
Foram ainda recolhidas amostras do vinho testemunha, do permeado, do 
retentado, do vinho final, da junção de cada hora do triplicado da resina Amberlite® 
XAD4 para análise do 4-etilfenol e 4-etilgualicol. Estas análises foram efetuadas pelo 
Figura 2.10: Colunas do ensaio da resina AmberliteTM 
IRA92. 
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CIATE- Universidade Católica Portuguesa- Escola Superior de Biotecnologia por falta 
do respetivo equipamento (cromatografia gasosa). 
2.4 nsaio Industrial – Fundamento teórico  
 
Não foi possível realizar os Ensaios à escala Industrial devido a problemas de 
logística (atraso na chegada do equipamento). 
 
Seria utilizado o equipamento OSMOTOP 300, da Vaslin Bucher, com as 8 
membranas Trisep, 4040-XN45-TSF de nanofiltração e as 8 membranas “O”, ao qual 
seria acoplado uma coluna de 75 litros de resina aniónica e num segundo ensaio 75 
litros de resina fenólica. Os ensaios seriam efetuados novamente em triplicado como 
nos ensaios laboratoriais. 
A nanofiltração funcionaria a 30 bar de pressão, com um caudal de permeado 
de 500L/h, equivalente a 10 bv/h. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Seriam novamente colhidas amostras do vinho testemunha, do permeado, do 
retentado, do vinho final (junção do testemunha + permeado + retentado) e de ambas as 
resinas (amostra de hora a hora de cada réplica), para análise sumária (Teor Alcoólico, 
Acidez Total, Acidez Volátil, pH, Extrato Seco, Sulfuroso Livre e Total), análise da 
Intensidade Corante (IC), Índice de Polifenóis Totais (IPT), Antocianinas e Taninos. 
Também seriam colhidas amostras do vinho testemunha, do permeado, do retentado, do 
 
 
Depósito de 
vinho 
Resinas 
Nanofiltração 
Retentado 
Permeado 
Vinho 
Figura 2.11: Esquema Geral do Ensaio Industrial. 
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vinho final, da junção de cada hora do triplicado da resina Amberlite® XAD4 para 
análise do 4-etilfenol e 4-etilgualicol. Estas análises também realizadas no exterior do 
laboratório da Falua-Sociedade de vinhos, SA. 
 
2.5 Determinações analíticas – Análises Físico-químicas 
 
As análises foram realizadas no laboratório do grupo João Portugal Ramos, na 
Falua- Sociedade de Vinhos, SA, em Almeirim. 
2.5.1 Teor Alcoólico 
O teor alcoólico foi determinado por ebuliometria. Este método baseia-se na 
determinação da temperatura de ebulição do vinho (intermédia entre a da água e a do 
etanol, a uma pressão de 1atm) diretamente relacionada e dependente do respetivo teor 
alcoólico em volume. A temperatura de ebulição da amostra é convertida em teor 
alcoólico em volume, com o auxílio do disco de conversão (NP 2143, 1987).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
2.5.2 Acidez Volátil 
A acidez volátil é determinada por destilação em Casenave-Ferré, seguindo o 
protocolo interno do controlo de qualidade da Falua- Sociedade de Vinhos, SA. Os 
ácidos voláteis são arrastados por uma corrente de vapor de água, seguidos de 
Figura 2.12: Ebuliómetro utilizado para determinação do teor alcoólico. 
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Figura 2.13: Cazenave-Ferré utilizado para determinação da acidez volátil. 
𝐴𝑐𝑖𝑑𝑒𝑧 𝑉𝑜𝑙á𝑡𝑖𝑙 (
𝑔. á𝑐𝑖𝑑𝑜 𝑎𝑐é𝑡𝑖𝑐𝑜
𝐿 ) = 0,6 × (𝑣1 − (𝑣2 × 0,1)) 
retificação, condensação e titulação, utilizando como indicador a fenolftaleína (Delanoe 
et al., 1997), (NP-2140, 1987).   
Depois de obtido o destilado, procede-se a duas titulações sendo o resultado 
obtido através da seguinte fórmula (1) em que  1e  2 são o volume de titulado da 
primeira e segunda titulação, respetivamente: 
 
 
(1) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
2.5.3 Acidez Total 
A determinação da acidez total consiste numa titulação ácido-base. Este método 
baseia-se na neutralização dos ácidos através de uma solução alcalina, na presença do 
indicador azul de bromotimol (NP-2139, 1985). 
 
 
 
 
 
 
Figura 2.14: Determinação da acidez total por titulação com NaOH 0.1M. 
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𝐴𝑐𝑖𝑑𝑒𝑧 𝑇𝑜𝑡𝑎𝑙 (
𝑔. á𝑐𝑖𝑑𝑜 𝑡𝑎𝑟𝑡á𝑟𝑖𝑐𝑜
𝐿 ) = 𝑣 × 0,75 
Figura 2.15: Doseamento do SO2 livre pelo Iodomatic. 
Depois de titulado segue-se o seguinte cálculo (2), em que   é o volume do 
titulado:  
 
 
(2) 
2.5.4 pH  
Entende-se por pH ou acidez real a disponibilidade de iões H
+
 no vinho. A 
determinação do pH é feito pelo método potenciométrico (pH Meter GLP 21, Crison), 
tem como fundamento teórico a determinação da diferença de potencial entre um 
elétrodo de referência com o potencial conhecido e um elétrodo de medida.  
 
2.5.5 SO2 livre 
O doseamento do SO2 livre é titulado no Iodomatic, da Dujardin-Salleron. 
Consiste na titulação iodométrica direta em meio ácido com dedução das outras 
substâncias oxidáveis (NP-2220, 1987). Adiciona-se 5 mL de H2SO4 á amostra a 
analisar e titula-se no Iodomatic com KiO3. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
2.5.6 So2 Total 
O sulfuroso total é a junção do sulfuroso livre com o combinado 
(acetaldeído, ácidos cetónicos, açucares e derivados, etc). Quantifica-se também pelo 
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𝐼𝑛𝑑í𝑐𝑒 𝑑𝑒 𝑐𝑜𝑟 (𝐼𝐶) = 𝐷𝑂(280) + 𝐷𝑂(320) + 𝐷𝑂(520) 
Í𝑛𝑑𝑖𝑐𝑒 𝑝𝑜𝑙𝑖𝑓𝑒𝑛ó𝑖𝑠 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑖𝑠 (𝐼𝑃𝑇) = 𝑓𝑎𝑐𝑡𝑜𝑟 𝑑𝑒 𝑑𝑖𝑙𝑢𝑖çã𝑜 (100) × 𝐷𝑂(280) 
iodomatic mas com um passo a mais no procedimento. Adiciona-se 4 mL de NaOH 2N, 
deixa-se a repousar durante 10 min, depois dito adiciona-se então os 5mL de H2SO4 e 
titula-se mo Iodomatic. 
 
2.5.7 Densidade Corrigida 
A determinação da densidade corrigida é feita por aerometria com a correção da 
massa volúmica para uma temperatura de 20 °C (NP-2142,1986).  
 
2.5.8 Extrato Seco 
O extrato seco corresponde às substâncias não voláteis do vinho, medidas em 
determinadas condições que o submetem o menos possível a alterações (Delanoe et al., 
1997).  
Após determinação da densidade da amostra procede-se à conversão em Extrato 
Seco por meio de tabelas auxiliares. 
 
2.5.9 Intensidade corante (IC) 
A IC é quantificada pelo método espectrofotométrico, no qual são lidas as 
densidades óticas a 420, 520 e 620 nm.  
Depois da leitura procede-se ao cálculo da Intensidade Corante (3): 
 
 
 
(3) 
2.5.10 Índice de Polifenóis Totais (IPT´s) 
Os IPT´s são também calculados por espectrofotometria, com a leitura efetuada 
a 280 nm, com a seguinte fórmula (4): 
 
 
 
(4) 
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𝐴𝑛𝑡𝑜𝑐𝑖𝑎𝑛𝑎𝑠  
𝑚𝑔
𝐿  = 100 × (22,76 × 𝐷𝑂(520)) 
𝑇𝑎𝑛𝑖𝑛𝑜𝑠 (
𝑚𝑔
𝐿 ) = 100 × 76 × (𝐷𝑂(280) − 0,6 × 𝐷𝑂(520) − 0,4 × (𝐷𝑂(320) − 0,2 × 𝐷𝑂(520))) 
2.5.11 Antocianinas  
As antocianinas foram calculadas pelo método proposto por Puissant-León 
(Blouin J. Tecniques d´analyses des moûtes et des vins. Ed.Dujardin Salleron, Paris. 
1992), segundo a fórmula (5): 
 
 
(5) 
2.5.12 Taninos 
Tal como as antocianinas, os taninos foram calculados segundo o método 
proposto por Puissant-León (Blouin J. Tecniques d´analyses des moûtes et des vins. 
Ed.Dujardin Salleron, Paris. 1992), aplicando a fórmula seguinte (6):  
(6) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
Figura 2.16: Espectrofotómetro utilizado (Labda 25, UV/VIS Spetrometer; Perkin Elmer). 
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3. Resultados e Discussão 
 Fenóis voláteis 
A tabela 3.6 mostra o comportamento da membrana através dos resultados do 
Vinho original, Permeado e Retentado. Verifica-se que temos uma boa permeação da 
membrana. O 4-etilfenol foi praticamente todo Permeado, não havendo diferenças 
significativas na sua concentração entre o vinho original e o Permeado, traduzindo a boa 
eficácia desta membrana. 
Relativamente ao resultado do 4-etilguaiacol a membrana não possuiu um 
comportamento tão bom contudo suspeita-se de um erro de análise no Permeado, uma 
vez que, no Retentado a quantidade de 4-etilguaiacol mantém-se igual à do vinho 
original. 
Relativamente à permuta das resinas fenólicas todas as réplicas viram os seus 
valores de 4-etil-fenol e 4-etilguaiacol reduzidos a zero. Demonstra-se assim, que todo o 
4-etilfenol e 4-etilguaiacol presente no Permeado (solução hidro-alcoólica que passou 
pela permuta) foram fixados na resina. As resinas funcionaram com eficácia na 
eliminação do 4-etilfenol e 4-etilguaiacol. 
 
Tabela 3.6:Resultados dos Fenóis Voláteis presentes no vinho a análise obtidos através da Cromatografia Gasosa. 
 
Analisou-se o comportamento da resina pela sua Taxa de Retenção durante as 6 
horas de trabalho.  
Para calcular a Taxa de Retenção (Equação 7) recorreu-se ao Índice de 
Polifenóis Totais (IPT) como relação direta de todos fenóis do meio. Para tal utilizou-se 
o valor médio do IPT das três réplicas em cada hora de permuta, em relação ao valor de 
IPT original no Permeado.  
 4-etilfenol 4-etilguaiacol 
Vinho original 0,59 0,21 
Permeado 0,54 0,15 
Retentado 0,54 0,21 
XAD4 R1 0 0 
XAD4 R2 0 0 
XAD4R3 0 0 
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Horas 
Capacidade de retenção da resina fenólica 
ao longo das 6 horas de trabalho 
% de retenção
𝑇𝑎𝑥𝑎 𝑑𝑒 𝑅𝑒𝑡𝑒𝑛çã𝑜 (%) =  1 −  
𝑚é𝑑𝑖𝑎 𝑑𝑜 𝐼𝑃𝑇 𝑝𝑜𝑟 ℎ𝑜𝑟𝑎
𝑣𝑎𝑙𝑜𝑟 𝑑𝑒 𝐼𝑃𝑇 𝑑𝑜 𝑝𝑒𝑟𝑚𝑒𝑎𝑑𝑜
  ∗ 100 
No Anexo 4 encontra-se tabelado o valor do Índice de Polifenóis Totais obtido 
durante o tempo de permeação em cada resina. À média das três réplicas corresponde a 
respectiva Taxa de retenção. 
(7) 
A figura 3.17 representa a capacidade de retenção da resina fenólica (XAD4) no 
decorrer das 6 horas de trabalho. Pode-se observar que inicialmente tem-se uma 
retenção de cerca de 83%, o que se traduz numa correta fixação na coluna. A partir da 
segunda hora até à quinta hora há um pequeno decréscimo de 70% para 63%. Enquanto 
a partir da quinta hora há uma descida acentuada para cerca de 50 % de capacidade de 
retenção, este valor diz-nos que a coluna já não consegue manter uma capacidade de 
fixação favorável. Neste caso para continuar a utilizar a coluna a partir da quinta hora 
teríamos de fazer uma nova regeneração da coluna. 
 
 
 
 
 
 
Figura 3.17: Capacidade de retenção da resina fenólica (XAD4) ao longo das 6 horas de trabalho. 
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 Acidez volátil 
 No fim da realização do ensaio 1 procedeu-se às análises sumárias das amostras, 
das quais resultaram os valores apresentados na tabela 7. Ao fazer uma primeira análise 
aos resultados reparou-se que as membranas 4040-XN45-TSF utilizadas na 
nanofiltração tiveram uma elevada permeação de ácido tartárico e de ácido acético. 
 Da utilização destas membranas obtém-se um permeado rico em ácido acético, 
mas também rico em ácido tartárico. A desacidificação deste permeado, para além de 
rapidamente saturar as resinas aniónicas, vai provocar uma excessiva desacidificação do 
próprio vinho, em contraponto à pretendida redução seletiva de ácido acético.  
  Como o presente estudo tinha também como objetivo reduzir apenas a acidez 
volátil substituiu-se as membranas 4040-XN45-TSF pelas membranas “O”.  
 Com a utilização das membranas “O” originou-se o ensaio 2 para verificar se 
haveria melhorias nos resultados, pela permeação seletiva do ácido acético e retenção 
do ácido tartárico.  
 
Tabela 3.7: Resultados das análises sumárias relativamente à acidez volátil nas amostras com a utilização da 
membrana de nanofiltração. 
 Membranas 4040-XN45-TSF 
Amostra 
Grau 
alcoólico 
(%) 
Acidez 
Volátil 
(gác. 
Acético/dm
3) 
Acidez Total 
(gác. 
Tartárico/dm
3) 
pH 
SO2 
livre 
(mg/l) 
SO2 
Total 
(mg/l) 
Extrato 
seco 
(g/l) 
Vinho Inicial 13 0,39 5,33 3,66 49 105 30,7 
Permeado 12,2 0,35 2,85 3,88 23 26 12,1 
Retentado 12,3 0,35 5,77 3,63 54 87 32,8 
IRA92 R1 11,8 0,24 0,67 4,95 15 10 9,3 
IRA92 R2 11,8 0,23 0,57 3,94 15 15 9 
IRA92 R3 11,8 0,23 0,51 4,92 13 15 12,6 
 
 As membranas “O” utilizadas, são membranas de osmose inversa. Tal como no 
ensaio 1, neste ensaio procedeu-se do mesmo modo. Contudo estas membranas retiram 
alguma cor ao vinho o que por consequência dá alguma cor á solução hidro-alcoólica.  
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Tabela 3.8:Resultados das análises sumárias relativamente á acidez volátil nas amostras com a utilização da 
membrana de osmose inversa. 
 Membranas “O” 
Amostra 
Grau 
alcoólico 
(%) 
Acidez 
Volátil 
(gác. 
Acético/dm3) 
Acidez Total 
(gác. 
Tartárico/dm3) 
pH 
SO2 
livre 
(mg/l) 
SO2 
Total 
(mg/l) 
Extrato 
seco 
(g/l) 
Vinho Inicial 13 0,41 5,4 3,62 26 97 31,8 
Permeado 9,2 0,26 0,9 4,39 20 15 4,9 
Retentado 13 0,36 5,4 3,64 61 84 31,5 
IRA92 R1 8,9 0,12 0,4 7,14 18 10 4,4 
IRA92 R2 8,9 0,07 0,3 7,14 13 15 3,6 
IRA92 R3 8,9 0,54 0,3 7,49 20 15 3,1 
 
 A membrana de nanofiltração apresenta uma permeação de 0,35 gác.acético/dm
3
 no 
entanto também permeia 2,9 gác.tartárico/dm
3
. Ao passar o permeado nas resinas estas vão 
ficar saturadas com ácido tartárico acabando por deixar passar grande quantidade da 
acidez volátil. Sendo assim, no final teria uma redução da acidez total e não da acidez 
volátil como pretendido.
 
Enquanto na utilização da membrana de osmose inversa, temos 
uma capacidade de retenção elevada para o ácido tartárico, passando maioritariamente 
ácido acético que é depois eliminado na permuta de resinas aniónicas. Assim sendo, 
neste estudo a membrana de osmose inversa seria a selecionada para a redução da 
acidez volátil, apresentando uma menor desacidificação do vinho.  
 
Tabela 3.9: Seleção da membrana a utilizar para a redução da acidez volátil através da observação do comportamento 
da membrana. 
 
 Para calcular a Taxa de Retenção (Equação 8) no caso da acidez volátil 
recorreu-se ao valor da acidez volátil (AV). Para tal utilizou-se o valor médio da AV das 
três réplicas em cada hora de permuta, em relação ao valor da AV original no 
Permeado.  
 
 
Observação do Comportamento das Membranas 
 
Acidez Volátil (gác. 
Acético/dm
3) 
Acidez Total (gác. 
Tartárico/dm
3) 
Original 0,41 5,4 
Nanofiltração 0,35 2,9 
Osmose Inversa 0,26 0,9 
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horas 
Capacidade de retenção da resina 
aniónica ao longo das 6 horas de trabalho 
% de retenção
𝑇𝑎𝑥𝑎 𝑑𝑒 𝑅𝑒𝑡𝑒𝑛çã𝑜 (%) =  1 −  
𝑚é𝑑𝑖𝑎 𝑑𝑎 𝑎𝑐𝑖𝑑𝑒𝑧 𝑣𝑜𝑙á𝑡𝑖𝑙 𝑝𝑜𝑟 ℎ𝑜𝑟𝑎
𝑣𝑎𝑙𝑜𝑟 𝑑𝑎 𝑎𝑐𝑖𝑑𝑒𝑧 𝑣𝑜𝑙á𝑡𝑖𝑙 𝑑𝑜 𝑝𝑒𝑟𝑚𝑒𝑎𝑑𝑜
  ∗ 100 
(8) 
No Anexo 4 encontra-se tabelado o valor da acidez volátil obtido durante o 
tempo de permeação em cada resina. À média das três réplicas corresponde a respectiva 
Taxa de retenção. 
 Relativamente à capacidade de retenção da resina aniónica (IRA92) pode ser 
observada através da figura 3.18. A resina tem uma capacidade de fixação inicial de 
cerca de 69%. Da primeira até à terceira hora verifica-se um decréscimo de 12% (56%). 
A partir da quarta hora a capacidade de retenção desce até aos 32%, uma taxa de 
retenção não desejável uma vez que nestas condições a resina não se encontra a 
trabalhar nas condições desejadas (capacidade de fixação da resina inferior a 50%, o 
rendimento da coluna já não é favorável). Assim para a utilização desta resina mantendo 
estas condições de trabalho seria necessário efetuar a regeneração da coluna a partir da 
quarta hora de trabalho. 
 
 
Figura 3.18: Capacidade de retenção da resina aniónica (IRA92) ao longo das 6 horas de trabalho. 
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4. Conclusões 
 
 O estudo com as membranas de nanofiltração 4040-XN45-TSF da TriSep 
acopladas à resina fenólica Amberlite® XAD4 revelou-se bastante eficaz na eliminação 
do 4-etilfenol e 4-etilguaiacol. A resina tem uma capacidade de fixação inicial de cerca 
de 85% com uma duração laboral de cinco horas antes de necessitar uma nova 
regeneração uma vez que a partir da quinta hora a resina encontra-se saturada. 
 Contudo, para a remoção da acidez volátil, as membranas de nanofiltração 4040-
XN45-TSF da TriSep com a resina aniónica Amberlite
TM
 IRA92 não funcionaram como 
desejado uma vez que estas membranas têm uma boa afinidade para o ácido tartárico e 
ácido acético. 
 Com a aplicação das membranas de osmose inversa “O” acopladas à resina 
aniónica Amberlite
TM
 IRA92 verificou-se que seriam mais adequadas para a redução da 
acidez volátil comparativamente com as membranas de Nanofiltração. Contudo, esta 
resina apenas tem uma capacidade de retenção inicial de 68% e a partir da quarta hora 
de trabalho já necessita de uma regeneração da coluna. 
 Apesar de a Nanofiltração ser um processo mais caro e de maiores custos de 
investimento que apenas a utilização direta de uma permuta quer aniónica ou fenólica, 
tem a vantagem de separar o vinho em duas fases e permitir uma remoção mais seletiva, 
logo com menor impacto na matriz do vinho. Para além disso, é um equipamento 
bastante versátil que pode ser utilizado em processos de estabilização tartárica, 
desalcoolização, remoção de off-flavours, entre outros.  
 Futuramente seria importante estudar este processo de nanofiltração com 
aplicação de resinas aniónicas diferentes, a fim de selecionar uma com uma maior 
capacidade de fixação do ácido acético com o objetivo de reduzir os valores da acidez 
volátil.  
 Devido aos bons resultados apresentados neste estudo para a remoção do 4-etil-
fenol e 4-etilguaiacol seria de todo interesse numa fase posterior aplicar este processo à 
escala industrial e avaliar o potencial benefício organoléptico.  
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 Seria ainda relevante a aplicação deste processo em estudos para remover o 
tricloroanisol (2,4,6-tricloroanisol, TCA), responsável pelo gosto a rolha, e outros fenóis 
voláteis.  
 Este estudo é de grande relevância em anos de grandes chuvas, onde existe uma 
grande quantidade de uvas podres em consequência de contaminações por 
Brettanomyces/Dekkera. A Falua-Sociedade de vinhos, SA tem como principio a 
produção de vinhos de grande qualidade e de renome, como tal, a mínima contaminação 
existente tem de ser eliminada a fim de não haver propagação.  
 A contaminação existente ou a propagação que daí advenha levaria a que o 
prejuízo fosse de grande impacto para a Empresa. Uma vez que, a pequena quantidade 
de cada casta se traduz em grandes vinhos aveludados e de qualidade. A nível sensorial 
existiriam alterações drásticas que levariam a não comercialização deste vinho, e por 
consequência perdas económicas. 
 E ainda importante realçar que este método permite a remoção seletiva dos 
constituintes dos vinhos de qualidade através de pequenos ajustes de membranas ou 
resinas.  
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9.  Anexo 4 
 
 
 
Índice de Polifenóis Totais - Resina Fenólica (XAD4) 
 R1 R2 R3 Média % Retenção 
Hora 1 1,0 0,8 1,0 0,9 82% 
Hora 2 1,5 1,5 1,8 1,6 70% 
Hora 3 1,4 2,0 1,8 1,7 67% 
Hora 4 1,4 2,2 1,9 1,8 65% 
Hora 5 1,7 2,5 1,8 2,0 63% 
Hora 6 3,8 2,5 1,8 2,7 49% 
Acidez volátil (gác. Acético/dm
3
) - Resina Aniónica (IRA92) 
 R1 R2 R3 Média % Retenção 
Hora 1 0,13 0,09 0,03 0,08 68% 
Hora 2 0,12 0,08 0,11 0,10 60% 
Hora 3 0,11 0,11 0,12 0,11 56% 
Hora 4 0.15 0,12 0,16 0,14 45% 
Hora 5 0,15 0,13 0,17 0,15 42% 
Hora 6 0,17 0,17 0,19 0,18 32% 
